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Following  vascular  injury  or  activation,  platelets  form  a  thrombus  at  the  damaged  site, 
causing  the cessation of bleeding.  In  the pathophysiological process of  thrombosis at  the 
site  of  a  ruptured  atherosclerotic  plaque,  uncontrolled  thrombus  formation  can  lead  to 
vessel occlusion and result in heart attack or stroke. In platelets, many intracellular signaling 
pathways have been identified that contribute to platelet activation processes, like integrin 




tion and  intracellular signaling pathways,  leading to  integrin activation, secretion and pro‐
coagulant activity. The precise  role of  the  signaling  collagen  receptor, glycoprotein VI,  in 
collagen‐induced  thrombus  formation  is  extensively  described,  but  that  of  the  adhesive 
collagen receptor, integrin α2β1, is less clear. In the signal transduction pathway induced by 
glycoprotein VI, phosphoinositide 3‐kinase (PI3K) plays a key role  in  integrin αIIbβ3 activa‐
tion and platelet aggregation. However, which of  the several PI3K  isoforms  is  responsible 
for  these  responses  remains  to be  clarified. This  also holds  for participation of  the  small 
GTPase Rap1b, which operates downstream of PI3K. The main phospholipid  substrate of 
PI3K, phosphatidylinositol 4,5‐bisphosphate, also a substrate for phospholipase C, cleaving 








sequences  of  the  recognition  site  for  integrin  α2β1,  i.e.  peptides  with  high‐affinity 
(GF/LOGER),  intermediate affinity  (GLM/SGER), or  low‐affinity  (GAO/SGER) binding. The 





α2β1‐binding motif  GFOGER  and  the  (GPO)n motif  supported  platelet  aggregation  and 
procoagulant activity, even in the absence of von Willebrand factor. With peptides contain‐
ing only one of these motifs, co‐immobilized von Willebrand factor was needed for throm‐
bus  formation.  Peptides  with  intermediate  affinity  or  low‐affinity  α2β1‐binding  motifs 
formed procoagulant thrombi only if both (GPO)n and von Willebrand factor were present. 
At a  low‐shear  rate,  immobilized peptides with high‐ or  low‐affinity  α2β1‐binding motifs 
mediated  formation  of  thrombi  with  procoagulant  platelets  only  in  combination  with 




















  In  chapter 3, we  identified PI3Kα and  β as  the main PI3K  isoforms  for  full phospho‐
lipase C activation, inositol trisphosphate formation and further signaling evoked by glyco‐
protein VI. We could not confirm a role of these isoforms in Ca2+ entry from the extracellular 
medium.  In platelets  from mice  lacking p85α  (i.e. a main  regulatory  subunit of PI3Kα/β), 
collagen‐induced Ca2+ signaling and thrombus formation were severely impaired. Applying 
a pharmacological approach with high affinity  inhibitors of PI3Kα  (PIK‐75) or PI3Kβ  (TGX‐









utes  to  Ca2+‐  and  PKC‐mediated  activation  of  integrin  αIIbβ3.  Together,  these  findings 
provide a new mechanistic explanation for the antithrombotic effect of PI3K inhibition and 
make PI3Kα/β interesting targets for anti‐platelet therapy. 
  By  applying  both  a  genetic  and  pharmacological  approach,  in  chapters  4  and  5 we 
identified  the  roles of  the different PKC  isoforms,  i.e.  the conventional  (PKCα and  β) and 
novel (PKCδ and θ) isoforms, in the process of thrombus formation. Chapter 4 reveals a key 




tory  effects  of  PKCα  ablation  on  granule  secretion  and  thrombus  formation  favor  the 
thought of using PKCα as a drug target for antithrombotic therapy. In chapter 5, the com‐
parison of mouse platelets  lacking different  isoforms of PKC, by measuring thrombus  for‐








increased  phosphatidylserine  exposure  of PKCθ‐/‐  platelets. Comparable  results were  ob‐
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increased  phosphatidylserine  exposure  of PKCθ‐/‐  platelets. Comparable  results were  ob‐

















rottlerin. Regarding chapters 4 and 5, we propose  that  the conventional PKCα/β  isoforms 
are  essential  for  collagen‐induced  granule  secretion,  phosphatidylserine  exposure,  and 
thrombus formation, while especially PKCθ negatively regulates these processes. 
  We  investigated  in chapter 6 whether the Ca2+‐sensing proteins STIM1 and 2 and the 
Ca2+‐selective channel Orai1 are key Ca2+ regulatory components  in platelet phosphatidyl‐
serine exposure  and  thrombus  formation upon  stimulation of  the  collagen  and  thrombin 
receptors. The studies were carried out using chimeric mice with platelets deficient in STIM, 




findings  jointly suggest  that  the glycoprotein VI‐induced Ca2+ entry pathway mediated by 
STIM1 and Orai1 becomes redundant in the regulation of thrombus formation under condi‐
tions where thrombin acts as co‐agonist. 














specific  drugs, which  have  lower  side  effects, more  precise  knowledge  of  the  process  of 
thrombus formation and platelet signaling is essential. The present insight, described in this 
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Als  kleinste  cellulaire  bloedcomponent  hebben  bloedplaatjes  een  centrale  rol  in  de  pro‐
cessen  van  trombose  en  hemostase. Wanneer  een  bloedvat  beschadigd wordt,  vormen 
geactiveerde bloedplaatjes aldaar een  trombus waardoor de bloeding gestelpt wordt. De 
pathofysiologische  tegenhanger  van  hemostase  is  trombose.  Hierbij  ontstaat  ongecon‐
troleerde trombusvorming, bijvoorbeeld ten gevolge van een ruptuur van een aterosclero‐
tische plaque, mogelijk  leidend tot bloedvatafsluiting resulterend  in een hartinfarct of een 
beroerte.  In bloedplaatjes  zijn  tot dusver  vele  intracellulaire  signaleringspaden geïdentifi‐
ceerd,  die  bijdragen  aan  de  verschillende  activatieprocessen  van  deze  cellen, waaronder 
integrine‐activatie,  secretie,  plaatjesaggregatie  en  stollingsbevorderende  activiteit  (op‐
pervlakte‐expositie  van  fosfatidylserine,  PS). Het  doel  van  deze  thesis  is meer  inzicht  te 
krijgen in het belang van die signaleringspaden leidend tot trombusvorming. 
  Hoofdstuk 1 geeft een algemeen overzicht van de relevante mechanismen van recep‐










ositol 4,5‐bifosfaat,  is ook een substraat voor  fosfolipase C, die dit  fosfolipide knipt  in di‐
acylglycerol en inositol‐trifosfaat. Diacylglycerol activeert eiwitten van de proteïne kinase C 
(PKC)  familie, die betrokken  zijn bij  zowat  alle  activatieresponsen  in bloedplaatjes. Maar 
welke van de verschillende PKC  isovormen betrokken  zijn bij die verschillende  responsen 
tijdens  trombusvorming, dient nog uitgezocht  te worden. Aangezien het  ion Ca2+ bekend 




in  stromend bloed ondersteunen,  zijn  in hoofdstuk 2 enige  triple‐helix peptiden gebruikt 
bestaande uit hexapeptidesequenties waaraan  integrine  α2β1 kan binden, dat wil zeggen 
peptiden met  een  hoge  (GF/LOGER),  intermediaire  (GLM/SGER)  of  lage  (GAO/SGER)  af‐
finiteit voor dit integrine. Deze hexapeptidesequenties zijn ingebouwd in een structuur van 
herhaalde  (GPP)n‐sequenties  als  controle‐eiwit,  of  van  (GPO)n‐sequenties  om  een  addi‐
tionele bindingsplaats voor glycoproteïne VI te creëren. De triple‐helix peptiden werden op 
glas geïmmobiliseerd in de aan‐ of afwezigheid van von Willebrand factor (vWF), waardoor 
al  dan  niet  interactie  van  bloedplaatjes  met  glycoproteïne  Ib‐V‐IX  mogelijk  werd. 
Bloeddoorstroming bij  hoge  afschuifsnelheden over deze  eitwitoppervlakken  toonde  aan 




















van  beide motieven  bevatten  dienden  gecoïmmobiliseerd  te  worden met  vWF  om  een 
trombus te kunnen vormen. Peptiden met intermediaire of lage affiniteitsbinding voor α2β1 
stimuleerden de vorming van procoagulante trombi alleen in de aanwezigheid van (GPO)n‐
sequenties  en  vWF.  Bij  lage  afschuifsnelheden  stimuleerden  geïmmobiliseerde  peptiden 
met  hoge‐  of  lage‐affiniteit  α2β1‐bindende motief,  enkel  in  combinatie met  (GPO)n,  de 
vorming van trombi met procoagulante bloedplaatjes. Samengevat toont hoofdstuk 2 aan 
dat  collageen‐nabootsende,  triple‐helix  peptiden  effectief  en  efficiënt  de  functie  kunnen 




  In  hoofdstuk  3  zijn  PI3Kα  en  β  geïdentificeerd  als  de  belangrijkste  PI3K  isovormen 
noodzakelijk voor activatie van fosfolipase C, vorming van  inositol‐trifosfaat en daaropvol‐
gende  signalering opgewekt door glycoproteïne VI. Een mogelijke bijdrage  van deze  iso‐
vormen  in de Ca2+‐instroom vanuit het extracellulaire milieu kon niet worden bevestigd. In 
bloedplaatjes van muizen zonder het eiwit p85α  (dé  regulatoire  component van PI3Kα/β) 
bleken de collageen‐geïnduceerde Ca2+‐signalering en  trombusvorming ernstig verstoord. 
In  een  farmacologische  benadering  met  selectieve,  hoge  affiniteits‐remmers  van  PI3Kα 
(PIK‐75) of PI3Kβ (TGX‐221) kon worden aangetoond dat de gelijktijdige werking van beide 
isovormen nodig  is voor bloedplaatjesactivatie door glycoproteïne VI. Bewijs hiervoor was 
ondermeer dat de  combinatie  van deze  remmers geen additioneel effect had op de pro‐




steeds  van  invloed  was  op  de  αIIbβ3‐activatie  en  bloedplaatjesaggregatie,  kan  gecon‐
cludeerd worden dat er een alternatieve Rap1b‐onafhankelijke signaleringsroute voor inte‐
grine‐activatie  bestaat middels  PI3K.  Deze  route  zou  kunnen  verlopen  door middel  van 
PI3Kα/β‐afhankelijke  stimulatie  van  fosfolipase  Cγ2,  met  als  gevolg  een  Ca2+/PKC‐
gemediëerde  activatie  van  integrine  αIIbβ3.  Recapitulerend  geven  bovenstaande 
bevindingen  een  nieuwe mechanistische  verklaring  voor  het  antitrombotische  effect  van 
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PI3Kα/β‐afhankelijke  stimulatie  van  fosfolipase  Cγ2,  met  als  gevolg  een  Ca2+/PKC‐
gemediëerde  activatie  van  integrine  αIIbβ3.  Recapitulerend  geven  bovenstaande 
bevindingen  een  nieuwe mechanistische  verklaring  voor  het  antitrombotische  effect  van 



































conventionele PKCs  (PKCα en  β) bevorderen de  trombusvorming op collageen,  terwijl de 
nieuwe PKCs  (PKCδ and θ) dit proces onderdrukken. Voorts waren de Ca2+‐signalering en 





Ca2+‐responsen  en  procoagulante  activiteit  toegenomen  bij  PKCθ‐/‐.  Vergelijkbare  re‐
sultaten weren verkregen met humane bloedplaatjes behandeld met een PKCθ remmer of 
met de PKCδ remmer rottlerin. Op basis van de bevindingen  in hoofdstukken 4 en 5  is ge‐





en  trombusvorming  bij  bloedplaatjesstimulatie met  collageen  en  trombine. Deze  studies 
werden uitgevoerd met  chimere muizen met bloedplaatjes die deficiënt waren  in STIM1, 
STIM2 of Orai1. Aangetoond is dat deficiëntie in ofwel STIM1 (doch niet STIM2) ofwel Orai1 
leidt  tot  een  sterk  verminderde  glycoproteïne VI‐geïnduceerde Ca2+‐signalering  en  trom‐
busvorming in stromend bloed onder condities waarbij trombine geïnactiveerd is. Echter bij 




voor de sluiting van geactiveerde  integrine αIIbβ3  in PS‐exposerende bloedplaatjes.  In het 
bijzonder werd de rol van een verhoogde Ca2+ concentratie bestudeerd als mogelijke regula‐
tor  voor  integrine‐sluiting, maar  daarnaast  ook  de mogelijke  bijdragen  van  Src  proteïne 
kinasen,  vorming  van  de  mitochondriële  permeabiliteitstransitieporie  en  van  het  Ca2+‐
afhankelijk cellulaire protease calpaïne. De data tonen aan, dat zowel een blijvende verho‐
ging van intracellulair Ca2+ (met vermoedelijk een rol van mitochondriële permeabiliteit) als 
de  protease‐activiteit  van  calpaïne  betrokken  zijn  bij  de  controle  van  integrine‐sluiting. 
Daarnaast  is  niet  uitgesloten  dat  ook  het  proces  van  PS‐expositie  zelf  bijdraagt  aan  het 
sluiten van de integrines. 
  De belangrijkste bevindingen van dit proefschrift en de mogelijke klinische relevantie 



















signaleringspaden  al  dan  niet  samenwerken  of  overlappen,  en  waarbij  de  verschillende 
isovormen van PI3K, PKC en STIM/Orai soms vervangbaar, soms complementair en soms 
tegengesteld  zijn  in  werking.  De  huidige  anti‐trombotische  medicatie  gericht  op 
bloedplaatjes  is maar ten dele effectief, en heeft als belangrijke complicatie een verhoogd 
risico op bloedingen. Om een betere gepersonaliseerde medicatie  tegen bloedplaatjes  te 
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signaleringspaden  al  dan  niet  samenwerken  of  overlappen,  en  waarbij  de  verschillende 
isovormen van PI3K, PKC en STIM/Orai soms vervangbaar, soms complementair en soms 
tegengesteld  zijn  in  werking.  De  huidige  anti‐trombotische  medicatie  gericht  op 
bloedplaatjes  is maar ten dele effectief, en heeft als belangrijke complicatie een verhoogd 
risico op bloedingen. Om een betere gepersonaliseerde medicatie  tegen bloedplaatjes  te 
ontwikkelen met minder  bijwerkingen,  is  een  goede  kennis  essentieel  van  het  complexe 
proces van trombusvorming en de bloedplaatjesactivatie. De nieuwe  inzichten beschreven 
in dit proefschrift kunnen mogelijk helpen om te komen tot een verbeterde behandeling van 
arteriële trombose. 
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